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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed ' and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

j ^ j the international application as originally filed. 

the description, pages M3 t as originally filed, 

Pages , filed with the demand, 

P a g es , filed with the letter of 

Pages , filed with the letter of . 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-16 



. , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



. , as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ 

the drawings, sheets/fig 



3- □ ™ii r K POrt ^ be f n estabIis hed as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: Roukas Triantaf yllos et al.: "Evaluation of 

carob pod as a substrate for Pullulan production 
by Aureobasidium pullulans' ; APPLIED 
BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY, Vol. 55, no. 1, 
1995, pages 27-44, XP000915013, 

D2: Roseiro J C et al . : " Batch and fed-batch 

cultivation of Xanthomonas campresis in carob 
extracts 7 '; LEBENSMITTEL-WISSENSCHAFT & 
TECHNOLOGIE, Vol. 25, no. 3, 1992, pages 289- 
293, XP000922972 . 



None of the available prior art documents describes the 
method for producing exopolysaccharides according to 
| Claims 1 to 15 or the resulting exopolysaccharide 

according to Claim 16, characterized particularly by the 
fermentation of microorganisms— rrr a nutrient medium 
derived from a fraction of carob seed (rich in proteins 
and sugars ) . 

It is known that the carob pod is comprised of two parts, 
the kibble and the seed (see, for example, Dl, page 28, 
line 5) . 
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Dl describes the method for producing pullulan by 
fermenting Aureobasidium pullulans in a nutrient medium 
derived from a carob extract rich in sugars. This extract 
is obtained from the carob pod, from which the seed is 
removed and the kibble is then processed in order to 
extract the sugars (= carob extract) (see Dl, page 29, 
second paragraph, "Preparation of fermentation medium''). 
Therefore, the nutrient medium used in Dl does not include 
carob seed; it is merely derived from the kibble, which is 
low in proteins and rich in sugars (see the composition 
mentioned on page 28, lines 8-11). 
D2 describes the method for producing xanthan by 
fermenting Xanthomonas campresis in a nutrient medium 
derived from a carob extract rich in sugars (= "carob 
extract" or "carob syrup"; see, particularly, page 290, 
right-hand column, lines 8-12). As in Dl, this carob 
extract is obtained from the kibble of the carob pod ("in 
the form of kibbles"; cf. page 289, right-hand column, 
last paragraph) . Therefore, the nutrxent medium used in 
D2 does not include carob seed. 

The method of the present application is therefore novel 
Moreover, this method leads to exopolysaccharides that 
have a luminescence and a brightness never observed in any 
other nutrient medium (see page 13, last sentence of the 
present application) . The exopolysaccharides achieved as 
claxmed in Claim 16 are therefore novel. Furthermore, 
they meet the organoleptic, sensory and visual 
requirements sought in the foe^r cosmetic industry, in 
which said exopolysaccharides are used. 

Therefore, the subject matter of Claixns 1 to 16 appears to 
meet the requirements of PCT Article 33(2) and (3). 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
relevant prior art disclosed in documents Dl and D2 has 
not been indicated in the description, nor have these 
documents been cited. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE^INARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

/FR 00/02452 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims descrinfmn , a a ■ ' ' 

supported by the description, are made: description, and drawings or on the question whether the claims are 



fullv 



The embodiments of the invention described on page 6 
ixnes 32-34 are not covered by the claims. This lack of 
consistency between the claims and the description appears 
to indicate that the subject matter for which protection 
I 3 S ° Ught ^ dlffe - nt that defined in the claims. A 

lack of clarity results (PCT Article 6) when the claims 
are interpreted in light of the description 
applicant is asked to delete this inconsistency 



The 
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Reference du dossier cJu deposant ou du 
mandataire 

R 99110 


POUR SUITE A DONNER ^^T^^ transmisslon du Wrt d'examen 

" prehminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR00/02452 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
06/09/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
07/09/1999 


wwiiiwuuii iniernanonaie des brevets (C\B) nn i b f™* ^i™ *- " 1 

C1 2P1 9/04 "reveis ( uiBj ou a la fois classification nationale et CIB 

Deposant " . 





RHODIA CHIMIE 



2. C 9 RAPPORT conprend 5 Mes , y „ pr4sen|e ^ ^ 

Ces annexes comprennent feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives 
I Base du rapport 



aux points suivants: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 





*S^*2X& d '° Pini ° n qUant * ' a n ° UVeaUte - ***** *™ «ve et .a possible 
□ Absence d'unite de Invention 

Certains documents cites 
Irregularites dans la demande internationale 



imematt^^ ,a demande 
06/04/2001 



Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
1 examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 
Q)) D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 

F0rrnu,ajre PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) Janvier 1994) 



Date d'achevement du present rapport 
02.11.2001 



Fonctionnaire autorise 
Gohlke, P 

N° de telephone +49 89 2399 8549 




RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° 



Base du rapport 

pas de modifications (regies 70 16et70i7)y. ' ra PP ort P uls Q^s ne contiennent 

Description, pages: 

1 " 13 version initiate 



Revendications, N°: 

1 " 16 version initiale 



Ces elements etaient a la disposition de .'administration ou lui ont ete remis dans la (angue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1(b)) 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)) 

□ la langue de la traduction remise aux fins de rexamen pre.iminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
remis ulterieurement a ('administration, sous forme dechiffrable par ordinateur 

Les modifications ont entrame I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 
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RAPPORT D'EXAMEN 
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5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
oomme allant au-dela de .'expose de Invention tei qu i, a ete depose, comme il esHndique d-aprls (Sgfe 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V ' SS^?" m °!i V6 ? S !!° n rartlC,e 35(2) qUant * ,a nouveaut e, I'activite inventive et la possib.lite 
d application mdustnelle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande internationale 

tofrS^ C ° nCemant ' a f ° rme ° U ' e C ° ntenU de ,a demande internationale, ont ete constatees 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description ■ 
voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 



D1 = Roukas Triantafyllos et al, "Evaluation of carob pod as a substrate for 
Pullulan product.on by Aureobasidium pullulans"; APPLIED BIOCHEMISTRY AND 
BIOTECHNOLOGY, vol. 55, no. 1 , 1995, pages 27- 44, XP000915013. 

D2 = Roseiro J C et al, "Batch and fed-batch cultivation of Xanthomonas 
campresis in carob extracts"; LEBENSMITTEL-WISSENSCHAFT & 
TECHNOLOGIE, vol. 25, no. 3, 1992, pages 289-293, XP000922972 



Section V: 



Aucun art anterieur disponible decrit .e procede de production d'exopo.ysaccharides 
selon les revendications 1 a 15 et I'exopolysaccaharide ainsi obtenu selon la 
revendication 1 6, caracterise notamment par fermentation de microorganismes dans 
un m,heu nutritif derivant d'une fraction de ,a graine de caroube (riches en proteines et 

H est connu que le fruit du caroubier (carob pod) est constitue de deux parties, la cosse 
(kibble) et la graine (seed) (voir par exemple D1 , page 28 ligne 5) 
D1 decrit le procede de production de pu.lulane par fermentation de Aureobasidium 
pu lulans dans un milieu nutritif derivant d'un extrait de caroube riche en sucres Cet 
extra, est obtenu a partir du fruit du caroubier, d^gueip^e^^ et la cosse est 
ensu.te traitee pour en extraire les sucres = extrait de caroube (voir D1 page 29 
deux.eme paragraphe "Preparation of fermentation medium"). Ainsi le mi.ieu nutritif 
utilise dans D1 ne comprend pas .a graine de caroube, il est seu.ement constitue a 

Pagl28 e ZTs 9 ™' " Pr °* ineS " nChe - — (V ° ir — 
D2 decrit le procede de production de xanthane par fermentation de Xanthomonas 
campresis dans un milieu nutritif derivant d'un extrait de caroube riche en sucres (= 
carob extract" ou "carob syrup"; voir notamment page 290, col. de droite, lignes 8-12) 
Cet extrait de caroube est, comme dans D1 , obtenu a partir de la cosse du fruit de 
caroube ("in the form of kibbles"; cf. page 289, col. de droite, dernier paragraphe) 
Ams, le milieu nutritif utilise dans D2 ne comprend pas la graine de caroube 

Le procede de .a presente demande est done nouveau. D'autre part ce procede permet 
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I'obtention d'exopolysaccharides presentant une luminosite et une brillance jamais 
observees avec n'importe quel autre milieu nutritif (voir page 13, derniere phrase de la 
presente demande); les exopolysaccharides ainsi obtenus tels que revendiques dans 
la revendication 16 sont done aussi nouveaux. D'autre part, ils satisfont aux exigences 
organolopt.ques, sensorielles et visuelles recherchees dans I'industrie alimentaire ou 
cosmetique dans lesquelles ils sont utilises. 

Ainsi I'objet des revendications 1 a 16 semble repondre aux conditions des articles 
33(2) et (3) du PCT. 

Section VII: 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2 et ne cite pas 
ces documents. 

Section VIII: 

Les modes de realisation de ('invention decrits a la page 6, lignes 32-34 ne sont pas 
couverts par les revendications. Ce defaut de concordance entre les revendications et 
la description semble indiquer que I'objet de la protection est different de celui qui a ete 
defm. dans les revendications. II en resulte un manque de clarte (article 6 PCT) lorsque 
les revendications sont interprets a la lumiere de la description. Le demandeur est 
prie de supprimer cette discordance. 
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Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

R 99110 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02452 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

06/09/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

07/09/1999 


Deposant 

RHODIA CHEMIE 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'admini strati on chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a Particle 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

JT] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

□ 

la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration 



b. 



2. 
3. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 

la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

I | deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| j remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

Q La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

I | 11 a estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

PH le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne labrege, 

[Y] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 

□ suggeree par le deposant. [X] Aucune des figures 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est ^ P ub,ler - 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMJPOE 

CIB 7 C12P19/04 C12P19/06 C12N1/14 C12N1/20 



Selon la classification international des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



• 



R 00/02452 



C08B37/00 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consult ee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12P C12N C08B 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

FSTA, BIOSIS, EPO-Internal 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



ROUKAS TRIANTAFYLLOS ET AL: "Evaluation 
of carob pod as a substrate for pullulan 
production by Aureobasidium pullulans." 
APPLIED BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY, 
vol. 55, no. 1, octobre 1995 (1995-10), 
pages 27-44, XP000915013 
ISSN: 0273-2289 
abrege 
page 34 
page 29 

-/-- 



1,8-10, 
13,14,16 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

•A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

*E* document anterieur. mais publie a la date de dep6t international 
ou apres cette date 

"L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

•P' document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de Nnvention 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 



14 fevrier 2001 



Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 



21/02/2001 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Lejeune, R 



Formula! re PCT/ISA/210 (deuxieme feu ill©) (juillet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C.(Sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COJ 



: PERTINENTS 



Demande Internationale No 

J^^R_00/02452_ 



Categorle -| .dent.f.cat.on des documents cites, avec.le cas echeant, Hnd.cationdes passages pertinents I no. des revendicalions vise^s" 



ROSEIRO J C ET AL: "BATCH AND FED-BATCH 
CULTIVATION OF XANTHOMONAS-CAMPESTRIS IN 
CAROB EXTRACTS" 

LEBENSMITTEL-WISSENSCHAFT & TECHNOLOGIE 

vol. 25, no. 3, 1992, pages 289-293, 

XP000922972 

ISSN: 0023-6438 

le document en entier 



1,8-10, 
13,14,16 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la deuxieme feuilie) (juillet 1992) 
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04-03-2002 10:53 DE 



3565410 



# 



HDD I A INC 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



P. 02 
WO 01/18226 
PCT/FR00/02452 



PCT 

AVIS INFORMANT LE DEPQSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47,1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expednio* (jour/mois/ann6e) 

15 mars 2001 (15.03.01) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
. R 99110 



Demand* Internationale no 
PCT/FROO/02452 



Oeposant 



ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 



Oestlnaiaire: 

DUBRUC, Philippe 

Rhodia Services 

25, quai Paul Doumer 

F-92408 Courbevoie Cedex 

FRANCE 



AVIS IMPORTANT 



Date du depot international (jour/mois/annee) 

06 septembre.2000 (06.09.00) 



Data do pnorfrfc (jour/mois/annSe) 

07 septembre 1999 (07.09.99) 



RHODIA CHIMIE etc 



K«avi S comme.preuve determinate 
deposit .Vest pas t .nu de remettre ^^SZ^^SSl^i't ^WSSSKSiSBff ^ " " 

2. ^™ a V*2Z'£ ZZTto Sel ° n ,a<,Uelk ^ dp* «• effects I cane date: 

de copia da ,a doma Wo international a u 5 offices « q Srt^SaS «1&fr * deP ° SJnX " P8S TenU de reWre 

3. Le presem av., est *ccom P , an , d'une cop,, do .a demanda Internationa. e pub/i.e par ,e Bureau internationa, lo 
15 mars 2001 (16.03.01) sous le numero WO 01/18226 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITBE II (article 31.2)a) et regie 64.2) 

office!] rSSSSt d?teTpri^ 30 .™* «? U «*« ~ qui „ ee« a ,n 5 

I'administration competent, ehargee de r 4 «m e „ t^teST p . ro, " ,,f " a,r « 'ntornaeonal doit itre presentee a 
compter de la date de priority «*""en prelimma.re international avant 1'expiration d'un deloi de 1 9 mois i 

II appsrtient e* e .« s ivement au d«po*a„t oe vellJer ou respect du delai de 1 9 mois 

n^f^^™^ - PCT«e Par ,e o.aplrre I, ou oui y a S on 
RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39-1)) 
de chaque office distant ou 6lu corta.ns off.cas. aeeomplfr lea actes ment.onnes dans ces dispositions aupres 

n^ionaCvo^'?^^ » sooomp.irpour rouvertur. de la phas. 

du Guide do deposant du PCT PCT "B«01 (Notification de la reception de J'exemplaira original) et la volume II 



Bureau international de I'OMPI 
3d. chemin des Colomhettes 
1211 GanAve 20. Suisse 



no at, telecopieur (41-22) 740.14.36 



Fonetionnaire autorise 

J. 2ahra 

no de t6tiphono (41-22) 330.83.38 



Formulaire PCT/IS/30fi Guillet 19$e) 



2883:172 



04-03-2002 10:53 DE 



3565410 



ODIft INC 



Suite du formulaire PCT/IB/308 

AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA COMMUNICATION DE 
LA DEMANDS INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 



P. 03 
WO 01/18226 
PCT/FR00/Q2452 



Dato d' expedition (joy^ m ois/annoe) 
15 mars 2001 (15.03.01) 

Reference du dossier du deposant ou du mandate ire 

R 93110 



AVIS IMPORTANT 



Oamande interna tiona I e no 
PCT/FR00/024S2 



mridi^M »^^ ?o 51 M r° ment d0 ' ^"towiwni du present avis, le delal fixe a la regie 46.1 pour le <Jep6t de 
modifications sefon 1'amcle 19 n'etaft pas encore expire et que le Bureau international n'avait pas recu de medications ni dl 
d6ciar a f 0 n rinfdrm.nt qua «e d*posam no souhaitait pa, prasamer de mod fi cations. P 5 mediations n . de 



Formufaire PCT/IB/308 (feuille annexe) (luillet 1936) 



3S83CI72 
TOTAL PRGECS) 03 



PCT/FR00/02452 



TRAITE 



OOPERATION EN MATIE 



E BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

INFORMATIONS RELATIVES AUX 
OFFICES ELUS QUI ONT RECU 
NOTIFICATION DE LEUR ELECTION 

(regie 61.3 du PCT) 


Destinataire: 

DUBRUC, Philippe 

Rhodia Services 

Direction de la Propriete 

Industrielle 

40, rue de la Haie-Coq 

F-93306 Aubervilliers Cedex 

FRANCE 


Date d 'expedition (jour/mo is/an nee) 

29octobre 2001 (29.10.01) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

R 99110 


INFORMATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 
PCT/FR00/02452 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

06 septembre 2000 (06.09.00) 


Date de priorrte (jour/mois/annee) 

07 septembre 1999 (07.09.99) 


Deposant 

RHODIA CHIMIE etc 



Le deposant est informe que le Bureau international a, conformement a I'article 31.7), notifie a chacun des offices suivants 
son election: 

EP lAT^EjCHjCYfDEjDKjESfFljFRjGBjGRJEJTjLUjMCjNLfPTjSE 

National :AU # BG,CA / CN,CZ / DE / GBJL,JP / KP / KR,MN / NO / NZ f PL / RO / RU,SE,SK / US 

Les offices suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle ils sont notifies de leur election; la notification de leur election 
leur sera envoyee par le Bureau international seulement a leur demande: 

AP :GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZW 
EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM 

OA :BF,BJ,CF f CG,CI,CM # GA / GN,GW / ML # MR,NE f SN # TD / TG 

National lAE^AG.AL^M^AZ^BA^B^BR^BY^H^RXU^D^DM^DZ^EE^ES^LGD^E, 

GH f GM,HR r HUJDJNJS,KE,KG,KZ,LaLK,LR^S,LT,LU # LV,MA,MD ff MG,MK f MW f MX,PT v 

SD.SG.SLSLTJ.TMTR^TZ^UA^CU^VN^YU^ZW 

I! est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices mentionnes ci-dessus avant 
I" expiration d'un delai de 30 mois a compter de la date de priorrte. Pour ce fa ire, il doit payer la ou les taxes nationales et 
remettre, si elle est prescrite, une traduction de la demande internationale (article 39.1 )a) ainsi que, le cas echeant, une 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international (article 36.3)b) et regie 74.1). 

Certains offices ont fixe des delais superieurs au delai mentionne ci-dessus. Pour des renseignements detailles au sujet des 
delais applicables et des actes a accomplir a I'ouverture de la phase rationale aupres d'un office donne, voir le volume II du 
Guide du deposant du PCT. 

L'ouverture de la phase regionale europeenne est differee jusqu'a ('expiration d'un delai de31 mois a compter de la date de 
priorrte pour la totalite des Etats designes aux fins de I'obtention d'un brevet europeen. 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: 






34, chemin des Colombettes 


Sean Taylor 




1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/332 (septembre 1997) 




4408981 



TRAfTE DE COOPERATION EN MAT1ERE DE BREVETS 



Expediteur: L'ADMINISTRATION CRARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



(D 



Destlnataire: 

DUBRUC, P. 
RHODIA SERVICES 
40, rue de la Haie-Coq 
F-93306 Aubervilliers Cedex 
FRANCE 



PCT 



NOTIFICATION DE TRANSMISSIONS 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date d'expedition 
(jour/mois/annee) 



02.11.2001 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
R 99110 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale No. 
PCT/FR00/02452 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
06/09/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
07/09/1999 


Deposant 

RHODIA CHIMIE 



1 . II est notifie au deposant que radministration chargee de I'examen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande internationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 



3. Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301 ). 

Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. 



Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Nom et adresse postale de I'adminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 

Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Gallego, A 

Tel.+49 89 2399-8102 



Formulaire PCT/IPEA/416 Quillet 1992) 



TRAITE q(^pOOPERATION EN MATIE^DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 
(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

R 99110 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formufaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n° 
PCT/FR00/02452 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
06/09/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann£e) 
07/09/1999 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12P 19/04 


Deposant 

RHODIA CHIMIE 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Tadministaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 




Irregularis dans la demande internationale 


VIII 




Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

06/04/2001 


Date d'achevement du present rapport 

02.11.2001 


Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

.... Office europeen des brevets 
✓m) D-80298 Munich 
^f 1 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax:+49 89 2399- 4465 


Fonctionnaire autorise y^^^. 

Gohike, P (l ^ l) 
N° de telephone +49 89 2399 8549 ^ ^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



# 



RAPPORT D' EXAM EN or-ricanmnoARO 
PRELIMINAIRE I NT ERNATIONAL Dema nde international n° PCT/ FROO/02452^ 

I. Base du rapport 

1 En ce aui concerne les elements de la demande Internationale (tas feuilles de replacement qui ont ete remises 

pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1_13 version initiale 

Revendications, N°: 

1_16 version initiale 



donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de .'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la regie 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme declarable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sent ident.ques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entratne I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) Quillet 1998) 



RAPPORT D EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/02452 



5 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme aliant au-dela de I'expose de Invention te! qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (juillet 1998) 




RAPPORT D'EXAMEN Demande internationale n° PCT/FR00/02452 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



II est fait reference aux documents suivants: 

D1 = Roukas Triantafyllos et al.: "Evaluation of carob pod as a substrate for 
Pullulan production by Aureobasidium pullulans"; APPLIED BIOCHEMISTRY AND 
BIOTECHNOLOGY, vol. 55, no. 1, 1995, pages 27- 44, XP000915013. 

D2 = Roseiro J C et al.: "Batch and fed-batch cultivation of Xanthomonas 
campresis in carob extracts"; LEBENSMITTEL-WISSENSCHAFT & 
TECHNOLOGIE, vol. 25, no. 3, 1992, pages 289-293, XP000922972. 

Section V: 

Aucun art anterieur disponible decrit le procede de production d'exopolysaccharides 
selon les revendications 1 a 15 et Pexopolysaccaharide ainsi obtenu selon la 
revendication 16, caracterise notamment par fermentation de microorganismes dans 
un milieu nutritif derivant d'une fraction de la graine de caroube (riches en proteines et 
sucres). 

II est connu que le fruit du caroubier (carob pod) est constitue de deux parties, la cosse 
(kibble) et la graine (seed) (voir par exemple D1 , page 28, ligne 5). 
D1 decrit le procede de production de pullulane par fermentation de Aureobasidium 
pullulans dans un milieu nutritif derivant d'un extrait de caroube riche en sucres. Cet 
extrait est obtenu a partir du fruit du caroubier, duquel on retire la graine et la cosse est 
ensuite traitee pour en extraire les sucres = extrait de caroube (voir D1 page 29, 
deuxieme paragraphe "Preparation of fermentation medium"). Ainsi le milieu nutritif 
utilise dans D1 ne comprend pas la graine de caroube, il est seulement constitue a 
partir de la cosse pauvre en proteines et riche en sucres (voir composition mentionnee 
page 28, lignes 8-11). 

D2 decrit le procede de production de xanthane par fermentation de Xanthomonas 
campresis dans un milieu nutritif derivant d'un extrait de caroube riche en sucres (= 
"carob extract" ou "carob syrup"; voir notamment page 290, col. de droite, lignes 8-12). 
Cet extrait de caroube est, comme dans D1 , obtenu a partir de la cosse du fruit de 
caroube ("in the form of kibbles"; cf. page 289, col. de droite, dernier paragraphe). 
Ainsi le milieu nutritif utilise dans D2 ne comprend pas la graine de caroube. 

Le procede de la presente demande est done nouveau. D'autre part ce procede permet 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - 



Demande internationale n° PCT/FR00/02452 
FEUILLE SEPAREE 



I'obtention d'exopolysaccharides presentant une luminosite et une brillance jamais 
observees avec n'importe quel autre milieu nutritif (voir page 13, derniere phrase de la 
presente demande); les exopolysaccharides ainsi obtenus tels que revendiques dans 
la revendication 16 sont done aussi nouveaux. D'autre part, ils satisfont aux exigences 
organoloptiques, sensorielles et visuelles recherchees dans I'industrie alimentaire ou 
cosmetique dans lesquelles ils sont utilises. 

Ainsi I'objet des revendications 1 a 16 semble repondre aux conditions des articles 
33(2) et (3) du PCT. 

Section VII: 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1 et D2 et ne cite pas 
ces documents. 

Section VIII: 

Les modes de realisation de I'invention decrits a la page 6, lignes 32-34 ne sont pas 
couverts par les revendications. Ce defaut de concordance entre les revendications et 
la description semble indiquer que I'objet de la protection est different de celui qui a ete 
defini dans les revendications. II en resulte un manque de clarte (article 6 PCT) lorsque 
les revendications sont interpretees a la lumiere de la description. Le demandeur est 
prie de supprimer cette discordance. 
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PROCEDE DE PRODUCTION D'EXOPOLYSACCHARIDES 

La presente invention a pour objet un procede pour la production 
d'exopolysaccharides par fermentation au moyen de microorganismes. Plus 
specifiquement, I'invention concerne un procede pour la production 
5 d'exopolysaccharides par fermentation de microorganismes dans un milieu nutritif 
comportant au moins une source de carbone assimilable par les microorganismes et au 
moins une source organique d'azote derivant d'une legumineuse possedant une teneur 
elevee en proteines. 

Dans le cadre de la presente invention, le terme exopolysaccharide designe les 
10 polysaccharides produits par des microorganismes. 

Les exopolysaccharides de poids moleculaire eleve sont utilises de maniere 
croissante dans de nombreuses applications industrielles pour leurs proprietes 
epaississantes, viscosifiantes, emulsifiantes, stabilisantes dans les milieux notamment 
aqueux. Ainsi, la gomme xanthane, en raison de ses proprietes rheologiques 
15 exceptionnelles, est utilisee dans des domaines aussi varies que le batiment, la 
peinture, le papier, le textile, les cosmetiques, I'alimentaire, I'agriculture. le traitement 
des eaux, le forage, la recuperation du petrole et autres. 

Ces exopolysaccharides ont des poids moleculaires eleves, le plus souvent 
superieurs a 1.10 6 g/mol (mesures par permeation de gel), et sont constitues d'unites 
20 de glucose, mannose, galactose, rhamnose, acide glucuronique, acide mannuronique, 
acide guluronique, avec eventuellement des derives acetate et pyruvate. Leur structure 
particuliere et leurs proprietes sont decrites par exemple dans I'ouvrage Industrial Gums 
- Whistler - 2 nd Edition - Chapters XXI-XXIII (1973). 

Les exopolysaccharides sont produits avantageusement par culture aerobie de 
25 microorganismes dans un milieu nutritif aqueux. 

La gomme xanthane est produite par des bacteries du genre Xanthomonas. Les 
exopolysaccharides du meme type peuvent etre produits par une grande variete de 
microorganismes incluant parmi les plus notoires, ceux du genre Agrobacterium, 
Arthrobacter, Alcaligenes (Succinoglycane), Pseudomonas (Levan), Rhizobium, 
30 Sclerotium (Scleroglucane). 

Le milieu nutritif aqueux comprend normalement, outre des elements de 
croissance varies, une source de carbone et une source d'azote. Dans les 
fermentations industrielles, le choix de la source de carbone et/ou de la source d'azote 
est base a la fois sur sa disponibilite, sur son cout et sur son aptitude a permettre des 
35 productivites elevees. 

Dans certaines industries comme par exemple I'industrie alimentaire ou 
cosmetique, des contraintes supplementaires interviennent. Dans ces domaines, les 
sources de carbone et d'azote doivent, en outre, etre choisies de maniere a obtenir des 
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exopolysaccharides satisfaisant aux exigences organoloptiques, sensorielles, et 
visuelles recherchees. 

Parmi les sources de carbone et d'azote habituellement utilisees, il n'est pas facile 
de trouver des sources qui repondent a la fois a toutes les exigences precitees. 
5 Par exemple, dans les cas ou le microorganisme n'est pas capable de 

consommer la totalite de la source d'azote, il reste des produits residuels insolubles en 
fin de fermentation qui d'une part rendent le milieu propice au developpement de 
souches contaminantes pouvant degrader le mout avant separation de 
I'exopolysaccharide, et d'autre part risquent de colorer I'exopolysaccharide lors des 

10 traitements thermiques de sterilisation et de clarification eventuels. Dans certains 
procedes de fermentation, pour remedier a cet inconvenient on propose d'utiliser des 
enzymes. D'autres mettent en oeuvre des etapes de filtration et/ou de centrifugation. 
Quel que soit le procede d'elimination de produits residuels insolubles de fin de 
fermentation, il en resuite un cout de production accru. 

15 Certaines sources de carbone et/ou d'azote presentent ['inconvenient d'allonger 

considerablement le cycle de fermentation entraTnant notamment la contamination et 
done la degradation du mout avant separation de I'exopolysaccharide, et la perte de 
production. 

La nature de la source d'azote est particulierement importante lorsque I'on 
20 cherche a obtenir un exopolysaccharide presentant de bonnes proprietes 
organoloptiques, sensorielles et visuelles. Elle est aussi responsable de la bonne 
productivite de Texopolysaccharide. 

II a ete constate que certaines sources derivant d'une fraction de la graine de 
certaines legumineuses comme la caroube, etait une source d'azote organique 
25 particulierement interessante dans la fermentation des microorganismes. Ces fractions 
se sont averees satisfaire a I'ensemble des exigences precitees. 

Parmi les fractions derivant de la graine de caroube, celles possedant 
avantageusement une teneur elevee en proteines donnent des resultats 
particulierement interessants notamment en terme de productivite. Sur des milieux dit 
30 standards tels que ceux mentionnes par exemple dans I'ouvrage Industrial Gums - 
Whistler - 2 nd Edition - Chapters XXI-XXIII (1973), pour des fermentations temoin, les 
productivites sont de I'ordre de 0,3 a 0,4 g/(kg.h) ; pour les fractions derivant de la 
graine de caroube cette productivite est superieure a 0,4 g/(kg.h). 

La presente invention a pour but de proposer un procede de production 
35 d'exopolysaccharides par fermentation de microorganismes qui soit simple et 
economique. 
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Un autre but de I'invention est de proposer un procede de production 
d'exopolysaccharides par fermentation de microorganismes qui evite les problemes de 
contamination exposes ci-dessus. 

Ainsi, Tinvention a pour objet un procede de production d'exopolysaccharides par 
5 fermentation de microorganismes caracterise en ce que Ton conduit la fermentation 
dans un milieu nutritif comportant au moins une source de carbone assimilable par les 
microorganismes et au moins une source organique d'azote, ladite source derivant 
ne fraction de la graine de caroube. 

'^utres avantages lies au choix notamment de la source d'azote sont la 
de la duree des fermentations, la suppression de produits residuels 
Je fin de fermentation et une productivity amelioree. 
.e plus, ce procede permet d'obtenir un exopolysaccharide ayant de bonnes 
oprietes organolontiques, sensorielles et visuelles. 

Par ailleurs, les proprietes rheologiques de I'exopolysaccharide obtenu par ce 
ede sont preservees et meme dans certains cas ameliorees. 
Le procede de I'invention est susceptible d'etre applique a la production de tout 
exopolysaccharide par fermentation au moyen de microorganismes. De nombreux 
microorganismes tels que bacteries, levures, champignons, algues, sont capables de 
produire des exopolysaccharides. On peut citer entre autres : 
20 ■ des bacteries appartenant au genre Xanthomonas et plus particulierement aux 
especes decrites dans Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (8 e edition - 
1974 - Williams N. Wilkins Co. Baltimore) teiles que Xanthomonas begoniae, 
Xanthomonas campestris, Xanthomonas carotae, Xanthomonas hederae, 
Xanthomonas incanae, Xanthomonas malvacearum, Xanthomonas papavericola, 
25 Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas pisi, Xanthomonas vasculorum, Xanthomonas 
vesicatoria, Xanthomonas vitians, Xanthomonas pelargonii ; 

■ des bacteries appartenant au genre Arthrobacter et plus particulierement les 
especes Arthrobacter stabilis, Arthrobacter viscosus ; 

■ des bacteries appartenant au genre Erwinina ; 

30 ■ des bacteries appartenant au genre Azotobacter et plus particulierement I'espece 
Azotobacter indicus ; 

■ des bacteries au genre Agrobacterium et plus particulierement les especes 
Agrobacterium radiobacter, Agrobacterium rhizogenes, Agrobacterium tumefaciens ; 

■ des bacteries appartenant au genre Alcaligenes et plus particulierement 
35 Alcaligenes faecalis ; 

■ des bacteries appatenant au genre Pseudomonas et plus particulierement 
Pseudomonas methanica ; 

■ des bacteries appartenant au genre Corynebacterium ; 



WO 01/18226 




PCT/FROO/02452 



■ des bacteries appartenant au genre Bacillus et plus particulierement Bacillus 
polymyxa ; 

■ des champignons appartenant au genre Sclerotium et plus particulierement aux 
especes Sclerotium glucanicum, Sclerotium rolfsii ou Plectania occidentalis ; 

5 ■ des champignons appartenant au genre Aspergillus et plus particulierement aux 
especes Aspergillus itaconicus, Aspergillus terreus ; 

■ des levures appartenant au genre Hansenula comme I'espece Hansenula 
capsulata. 

De preference le microorganisme est une bacterie du genre Xanthomonas et plus 
1 0 particulierement de I'espece Xanthomonas campestris. 

L'invention a pour objet principal un procede de production d'exopolysaccharides 
par fermentation de microorganismes caracterise en ce que Ton conduit la fermentation 
dans un milieu nutritif comportant au moins une source de carbone assimilable par les 
microorganismes et au moins une source organique d'azote, ladite source etant derivee 
15 d'une fraction de la graine de caroube. 

L'arbre de caroubier produit un fruit, constitue de deux parties, la cosse et la 
graine. La graine de caroube, et plus particulierement la fraction endosperme de cette 
graine, est deja iargement valorisee sous la denomination " gomme de caroube ". 
Contigu a cette fraction endosperme, se trouve le germe qui est un sous produit obtenu 
20 en quantites importantes lors de I'isolement de la gomme de caroube. 

Parmi les differentes fractions de la graine de caroube, il s'est avere que toutes 
celles ayant une teneur elevee en proteines etaient plus particulierement adaptees au 
procede de la presente invention. 

Ainsi, la fraction de la graine de caroube possede avantageusement une teneur 
25 en proteines d'au moins 45 %, de preference d'au moins 50 %, et plus 
preferentiellement d'au moins 60 %, en poids par rapport au poids sec de la matiere 
seche. 

La teneur en proteine est calculee a partir de la mesure de I'azote libere par 
combustion a 950°C sous oxygene et mesure par conductivity dans un flux d'helium. 
30 Uappareillage utilise est un LECO FP 428. 

Ces proteines sont constitutes aussi bien des acides amines essentiels que des 
acides amines non essentiels. 

Un mode de realisation particulier de I'invention consiste a mettre en ceuvre des 
fractions de la graines de caroube dont les proteines ont avantageusement un taux 
35 eleve en arginine, en glutamine et/ou en acide glutamique, et en lysine. 

Dans ce mode particulier, la teneur en arginine est avantageusement comprise 
entre 9 et 20 %, et de preference entre 12 et 14 %, poids/poids par rapport a I'ensemble 
des acides amines. 
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De la meme fagon, la teneur en glutamine et/ou acide glutamique est 
avantageusement comprise entre 18 et 30 %, de preference entre 22 et 27%, 
poids/poids par rapport a I'ensemble des acides amines. 

La teneur en lysine est avantageusement comprise entre 18 et 30 %, de 
5 preference entre 12 et 14 % f poids/poids par rapport a I'ensemble des acides amines. 

La teneur en acides amines est determinee par des methodes classiques et 
connues de I'homme du metier. 

Outre les proteines, les fractions peuvent egalement comporter des lipides. Les 
exopolysaccharides produits par fermentation de microorganismes dans un milieu 
10 nutritif comportant au moins une source organique d'azote derivee d'une fraction de la 
graine de caroube comportant des lipides, voient plus particulierement leurs proprietes 
organoloptiques, visuelles et sensorielles sensiblement amekorees. Ces lipides 
empechent egalement le moussage dans les phases de preculture. 

Avantageusement, la teneur en lipides dans lesdites fractions est d'au moins 4%, 
15 avantageusement d'au moins 5 %, et encore plus avantageusement varie entre 7 et 
15% en poids par rapport a la matiere seche. 

La teneur en lipides est ramenee a celle de la matiere grasse totale. Elle est 
determinee par extraction a I'hexane dans un extracteur Soxhlet. Le mode operatoire 
est le suivant : 

20 - on pese dans la cartouche de I'extracteur, environ exactement 10 g de farine de 
germe de caroube, soit E grammes, obtures avec un tampon de coton hydrophile ; 

- on introduit dans un ballon de 250 ml, prealablement tare (P0 gramme), 150 ml 
d'hexane ; 

- on extrait pendant environ 6 heures ; 

25 - on evapore le solvant a I'aide d'un evaporateur rotatif et on termine le sechage du 
residu dans une etuve a 105°C pendant 1 heure ; 

- apres refroidissement dans un dessicateur, on pese le ballon contenant le residu, 
soit P1 grammes. 

La teneur en matiere grasse et done en lipides est determinee selon la formule 
30 suivante : 



Teneur en matiere grasse (%) = 100 x (P1 - P0) / E 



Parmi les composants caracteristiques presents dans ces lipides, on peut citer 
35 notamment les acides palmitique, stearique, oleique et linoleique. 

Outre les proteines et les lipides, les fractions de la graine de caroube peuvent 
aussi comporter des hydrates de carbone. 
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Selon un mode de realisation particulier de I'invention, ladite fraction est le germe 
de la graine de caroube. 

Dans ce mode de realisation, ladite fraction est prealablement debarassee de ses 
fractions endospermes selon les methodes classiques connues. 
5 La fraction de la graine de caroube utilisee peut etre de preference sous forme 

d'une farine. La farine est obtenue par des moyens classiques de broyage tels que 
broyage dans des moulins du type : 

- moulins a cylindre pour les farines de granulometrie moyenne type mesh 100, c'est-a- 
dire une farine presentant au plus 1 % en masse de particules superieures a 80 mesh 

10 et au plus 10 % en masse de particules inferieures a 200 mesh ; 

- moulins a broches (pin mills) pour les farines de granulometrie plus fine : 

° type mesh 200, c'est-a-dire une farine ne presentant pas de particules superieures 
a 80 mesh et presentant au plus 60 % en masse de particules inferieures a 200 
mesh, et 

15 a type mesh 175, c'est-a-dire une farine presentant au plus 1 % en masse de 
particules superieures a 80 mesh et au plus 75 % en masse de particules inferieures 
a 200 mesh. 

La farine peut etre utilisee telle quelle ou apres traitement par des enzymes 
adaptees comme par exemple des proteases alcalines, acides et/ou neutres ; des 
20 lipases ; des phytases ; des phosphatases alcalines, acides et/ou neutres ; des 
amylases. Le traitement par les enzymes se fait par des methodes classiques et 
connues. 

La granulometrie de ladite farine peut fluctuer entre 10 et 150 microns. Dans le 
cas des farines traitees, cette granulometrie est plus particulierement de 20 a 60 
25 microns, de preference d 30 a 50 microns. 

Les mesures de granulometrie peuvent etre realisees par la technique de 
granulometrie laser, a I'aide d'un granulomere MALVERN, commercialise par la societe 
Malvern Instruments S.A. 

On peut egalement envisager d'utiliser la fraction de la graine de caroube telle 
30 quelle, c'est-a-dire apres separation de I'endosperme sous forme de plaquettes.ou 
encore sous forme d'une pre-dispersion ou pre-suspension aqueuse. 

Bien que ('invention soit decrite pour la graine de caroube, elle peut egalement 
s'appliquer a d'autres legumineuses comme par exemple le guar, le cassia, le tara. Ces 
legumineuses sont citees a titre indicatif et non limitatif. 
35 Dans un autre mode de realisation particulier de I'invention, la fermentation a lieu 

avec un melange de sources d'azote organiques et minerales. 
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Dans ce cas, la source d'azote minerale peut etre choisie parmi les nitrates 
d'ammonium ou de sodium, les phosphates ou les sulfates d'ammonium, sulfate de 
magnesium, sulfate de potassium ou de sodium, seuls ou en melange. 

La concentration en sources organiques et eventuellement minerales d'azote 
dans le milieu de fermentation est comprise entre 1 et 80 g/l, de preference entre 3 et 
50 g/l, et plus preferentiellement entre 5 et 30 g/l. 

Le milieu de fermentation renferme egalement une source de carbone assimilable 
par les microorganismes. 

A titre de source de carbone constitutive du milieu de fermentation, on peut citer 
le glucose, le saccharose, le fructose, le galactose, le trehalose, le mannose, le 
melobiose, le raffinose, le maltotriose, le maltose, le lactose, le lactulose, le methyl-p- 
galactopyranoside, le methyl-a-galactopyranoside, le cellobiose, le gentobiose, le 
methyl-p-D-glucopyranoside, le methyi-a-D-glucopyranoside, I'esculine, le ribose, 
I'arabinose, le xylose, le palatinose, le rhamnose, le fucose, le melezitose, le D(+) 
arabitol, le L(-) arabitol, le xylitol, le dulcitol. le tagatose, le glycerol, le myo-innositol, le 
mannitol, le maltitol, le turanose, le sorbitol, I'adonitol, le lyxose, rerythritol, I'amidon 
avantageusement hydrolyse, les hydrolysats d'amidon, les melanges de ces sucres, et 
les melanges comprenant au moins un de ces sucres. Le glucose et le saccharose sont 
les sucres preferes. 

La concentration en source de carbone assimilable est comprise entre 1 et 100 
g/l, et de preference entre 1 5 et 80 g/l. 

Le milieu de fermentation peut, en outre, renfermer des oligo-elements tels que 
des traces de sels mineraux tels que sulfates, chlorures de fer, de calcium, de 
manganese, de magnesium, de sodium, de potassium, de nickel, de cobalt, de cuivre, 
de zinc ou leur melange, ainsi que des vitamines, des nucleotides et/ou d'autres additifs 
conventionnels tels que des agents de contrdle de pH et des agents anti-moussants. 

Le precede de production d'exopolysaccharides selon I'invention par fermentation 
de microorganismes peut eventuellement se faire en presence d'enzyme(s) tels que des 
proteases alcalines, acides et/ou neutres ; des polysaccharases ; des amidases ; des 
peptidases , amyloglucosidases, phosphatases ; phytases. 

Cependant, un des avantages importants du precede selon I'invention reside dans 
le fait que Ton peut conduire la fermentation des microorganismes en I'absence 
d'enzyme. II a ete constate de maniere tout a fait surprenant qu'en I'absence d'enzyme, 
ni la duree ni la productivity du precede de fermentation n'etaient affectees. De plus, la 
suppression d'enzyme n'a pas entraTne une accumulation des produits residuels 
insolubles et non dissouts en fin de fermentation qui peuvent rendre le milieu propice au 
developpement de souches contaminantes pouvant degrader le mout avant separation 
de I'exopolysaccharide. 



WO 01/18226 



8 



PCT/FR00/02452 



La culture pure des microorganismes peut etre effectuee de maniere classique. 
L'homme du metier, en fonction du microorganisme sera en mesure de choisir les 
conditions notamment les temperatures et temps d'incubation, et la nature du milieu 
d'entretien dudit microorganisme. 

Pour la conservation du microorganisme, il est preferable de prevoir au moins une 
etape de preculture. Par preculture, on entend une etape qui consiste a developper et a 
multiplier la souche bacterienne, sans production d'exopolysaccharide. 

Le microorganisme est introduit dans le milieu de fermentation de maniere connue 
en soi a I'aide d'inoculums ou de cultures intermediaires. 

La fermentation peut §tre realisee a des pressions comprises entre 0 et 4 bar. 

On peut conduire la fermentation a une temperature comprise entre 15 et 100°C, 
de preference entre 25 et 80°C, et plus particulierement entre 25 et 35°C. 

Le pH du milieu de fermentation peut varier entre 5 et 9, et de preference entre 6 
et 8. Le pH peut etre ajuste, selon le cas, avec une base telle que la soude, la potasse, 
ou I'ammoniaque, ou avec un acide tel que I'acide sulfurique, I'acide phosphorique, 
I'acide chlorhydrique ou I'acide nitrique. 

Le milieu de fermentation, place dans une cuve ou un recipient de fermentation, 
peut etre avantageusement soumis a une agitation et a une aeration. Cette agitation 
peut etre exercee par exemple au moyen d'un secoueur reciproque, d'un secoueur 
giratoire, d'un ou plusieurs mobile(s) d'agitation ou d'une colonne a bulles. Le temps de 
fermentation est habituellement superieur a 30 heures, mais generalement compris 

entre 40 et 100 heures. 

La productivity est mesuree en fonction de la quantite d'exopolysaccharide 
produit, exprimee en grammes, par rapport au kg de mout, par heure de fermentation. 
Avec le procede de ('invention, une amelioration en productivity de 3 a 15 %, et de 
preference de 5 a 10 % a ete observee. 

Apres achevement de la fermentation, I'exopolysaccharide peut etre recupere du 
mout et purifi6 selon les methodes connues telles que filtration, concentration, 
cristallisation ou extraction par solvants. 

L'invention couvre egalement les exopolysaccharides obtenus ou susceptibles 
d'etre obtenus par le procede. Elle couvre plus particulierement la gomme xanthane 
produite par le procede de l'invention. 

La gomme xanthane obtenue selon le procede de l'invention, en solution aqueuse 
a 1% dans I'eau distillee, presente une transparence elevee, c'est-a-dire de I'ordre de 
70 a 95 % ou encore de I'ordre de 80 a 95%. La transmittance de la solution aqueuse 
est mesuree par spectrophotometrie a 600 nm. 
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Les exemples suivants illustrent la presente invention sans toutefois en limiter la 
portee . 



EXEMPLES 
Exemple 1 

Cet exemple decrit les phases de preculture 1 et 2 pour le Xanthomonas 
campestris. 
Preculture 1 : 

Composition du milieu de preculture : 



- Extrait de levure 


3 g/l 


OxoTd 


- Extrait de malt 


3 g/I 


OxoTd 


- peptone de soja 


5 g/l 


OxoTd 


- Saccharose 


10 g/l 


Eurosucre 


- pH ajuste a 7 par H 2 S0 4 






- qsp 1 litre avec de I'eau potable 




Tous les constituants sont mis 


en solutions dans 1 litre d'eau potable, 



homogeneises par agitation magnetique et repartis dans les erlenmeyers de 500 ml par 
fraction de 112 ml. 

La preparation est autoclavee 30 minutes a 120°C. 

La souche est initialement conservee sous la forme de tubes congeles a -196°C 
par le procede de congelation dans les vapeurs d'azote liquide. 

Pour une congelation azote liquide, on realise une preculture sur un milieu 
specifique ayant la composition suivante : 

° strait de malt 3 g (procure aupres de OxoTd) 

° extrait de levure 3 g (OxoTd) 

° peptone de soja 5 g (OxoTd) 

° glucose 1 0 g (procure aupres de Prolabo) 

0 eau de source qsp 1 I. 

Pour la preparation du milieu, tous les ingredients sont disperses dans Teau de 
source. Le pH est ajuste a 6,5 avec H 2 S0 4 10 %. Le milieu est sterilise 20 minutes a 
120°C, a rautoclave. 

Apres 24 heures d'incubation a 28°C sur secoueur giratoire a 220 tr/min et 
amplitude = 50 mm, 10 % en volume de glycerol pur sterile sont ajoutes a la culture. La 
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culture est ensuite repartie dans des cryotubes de contenances variant de 1 ml a 
10 ml, de preference de 2 ml a 4 ml. 

Ces tubes sont conserves dans les vapeurs d'azote liquide. 

5 La preculture 1 est ensemencee a I'aide d'un cryotube prealablement decongele a 

I'air ambiant. La totalite ou 50 % du cryotube sont introduits de fa?on sterile dans les 
erlenmeyers de 500 ml, dont le milieu a ete autoclave et done sterilise de la fapon 
decrite ci-dessus. 

10 Le milieu ainsi ensemence est incube 24 heures a 28°C sur un secoueur giratoire 

a 220 tr/mn et une amplitude de 50 mm. 

Apres 24 heures d'incubation nous obtenons une preculture dont le pH varie de 7 
a 7,5, dont la viscosite est comprise entre 50 et 500 mPa.s et dont la population 
1 5 bacterienne en Xanthomonas campestris est superieure a 10 10 /ml. 



20 



25 



Preculture 2 : 

La preculture 1 sert pour ensemencer la preculture 2. 

Composition du milieu de preculture 2 : 

- Saccharose 1 0 g/l Eurosucre 

- Farine de germe de caroube 4 g/l Meyhall AG 

- Na 2 HP0 4 3 g/l Europhos 

- Eau potable ou eau adoucie qsp 1 litre 

- pH ajuste a I'acide sulfurique 10% pour avoir 6,5 avant sterilisation. 

Tous les constituants sont mis en suspension dans 1 litre d'eau potable et le pH 
est auste a 6,5. Le milieu complet est autoclave pendant 30 mn a 120°C apres avoir 
reparti ce dit milieu dans des erlenmeyers de 500 ml par fraction de 1 12 ml. 



30 Ces erlenmeyers sont ensuite ensemences avec 0 ;1 a 0 ;2mi de la preculture 1. 

Ces erlenmeyers sont mis a incuber 24 a 30 heures heures a 28°C sur un secoueur 
giratoir a 220 tr/mn et une amplitude de 50 mm. 

Apres 24 a 30 heures d'incubation nous obtenons une preculture dont le pH varie 
35 de 5,8 a 7,1, dont la viscosite est comprise entre 100 et 1000 mPa.s et dont la 
population bacterienne en Xanthomonas campestris est superieure a 10 9 /ml 
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Exemple 3 

Cet exemple decrit la preparation et i'obtention de I'exopolysaccharide selon deux 
precedes de fermentation, Tun avec une source d'azote organique et I'autre avec une 
source mixte d'azote organique et d'azote minerale. 
5 Dans cet exemple deux etapes de "preculture" interviennent. Ces etapes ont lieu 

en erlenmeyers de 500 ml, ce qui correspond a 100 ml de milieu (voir les exemples 1 et 
2). 

L'etape de production qui correspond a l'etape au cours de laquelle la souche 
bacterienne produit le polysaccharide, a lieu en fermenteur de 20 litres, dont 15 litres 
10 utiles. 

Etape prequltgre 1 et 2: 

Les etapes de preculture 1 et 2 sont effectuees de la meme maniere que dans les 
exemples 1 et 2. 

15 Etgpe de production : 
Milieul : 

La derniere etape est l'etape de production de rexopolysaccharide. 

Le milieu du fermenteur 1 a la composition suivante : 

° saccharose 42 g 

20 ° Farine de germe de caroube 6 g 

° MgS0 4 ,7H 2 0 0,25 g 

□ Na 2 HP0 4 2 g 

° antimousse organique 0,5 ml 
n eau potable ou adoucie qsp 1 I 

25 La preparation des sources azotees et de carbohydrates est realisee separement. 

Saccharose o Qsp grammes de glucose sont dissous dans qsp 3 I d'eau adoucie ou 
potable dans un flacon deMariotte. Le pH est abaisse a 5,2 par H 2 S0 4 10 %. La 
solution est sterilisee en flacon de Mariotte 45 minutes a 120°C a I'autoclave. 

30 Farine de germe de caroube + sels ^ Qsp grammes de farine de germe de caroube, 30 
g de Na 2 HP0 4 , 3,75 g de MgSO 4 ,7H 2 0, et 7,5 ml d'antimousse sont dissous dans qsp 7 
I d'eau adoucie. Le pH est ajuste a 6 avec H 2 S0 4 10 %. Ce melange est sterilise in situ 
45 minutes a 120°C. 

Soude 1N o 40 g de pastilles de NaOH sont dissous dans qsp 11 d'eau distillee. La 
35 solution est sterilisee en flacon de Mariotte 30 minutes a 120°C a Tautoclave. 



Eurosucre 
Meyhall AG 
Bittersalz 
Prolabo 
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Quand tous les ingredients sont a 28°C, ils sont melanges dans le fermenteur. Le 
fermenteur est ensuite inocule avec qsp de preculture 2. 

Les conditions de fermentation dans le fermenteur sont les suivantes : 
Agitation o 200 tr/min de 0 a 20 heures d'age, puis 400 tr/min. jusqu'a la fin de la 
fermentation 

Aeration o 400 l/h de 0 a 18 heures puis 825 l/h de 24 heures jusqu f a la fin de la 
fermentation 

La temperature est regulee a 28°C. 

Le pH est regule a 6,8 par NaOH 1N. 

La pression est la pression atmospherique . 

Milieu 2 : 

Le milieu 2 f qui peut etre une alternative au milieu 1. a la composition suivante • 
° Saccharose 42 g/l (Eurosucre) 

°NH 4 N0 3 1,15 g/l (Atochem) 

D MgS0 4 ,7H 2 0 0,25 g/l (Bitter salz) 



° eau adoucie qsp 1 I 

Saccharose Qsp grammes de glucose sont dissous dans qsp 3 I d'eau adoucie. Le 
pH est ajuste a 5 par H 2 S0 4 10 %. La solution est sterilisee en flacon de Mariotte 30 
minutes a 120°C a I'autociave. 

Azote + sels ^ 17.25 g de NH 4 N0 3 , 3.75 g de MgS0 4 ,7H 2 0, 3.22 gr de (NH 4 )2HP0 4 , 
525 gr de soluble de farine de germe de caroube et 3 ml d'antimousse sont dissous 
dans qsp 71 d'eau adoucie. Le pH de cette solution est ajuste a 6 avec H 2 S0 4 10 %. Ce 
melange est sterilise in situ 45 minutes a 120°C. 

Soude 1N ^> 40 g de pastilles de NaOH sont dissous dans qsp 11 d'eau distillee. La 
solution est sterilisee en flacon de Mariotte 30 minutes a 120°C a I'autociave. 

Le soluble de farine de germe de caroube est prepare par dillution de farine a 6 a 
15% dans de I'eau adoucie. Cette solution peut ou non etre traitee par des enzymes 
type proteases alcalines, acides et/ou neutres ; des lipases ; des phytases ; des 
phosphatases alcalines, acides et/ou neutres ; des amylases, avant d'etre decantee ou 
non sur un decanteur rotatif horizontal afin d'eliminer les impuretes pouvant nuire a la 
qualite du produit final. 

Quand tous les ingredients sont a 28°C, ils sont melanges dans le fermenteur 
(milieu 1 ou 2). Le fermenteur est ensuite inocule avec qsp de preculture 2. 



□ (NH4) 2 HP0 4 

D Soluble de farine de germe de caroube 
° antimousse organique 



0,217 g/l 
36 g/l 
0,2 ml 



(Europhos) 
(Meyhall AG) 
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Les conditions de fermentation dans le fermenteur 2 sont les suivantes : 
Agitation o 200 tr/min de 0 a 20 heures d'age, puis 400 tr/min jusqu'a la fin de la 
fermentation 

Aeration * 400 l/h de 0 a 24 heures puis 825 l/h de 24 heures jusqu'a la fin de la 
fermentation 

La temperature est regulee a 28°C. 
Le pH est regule a 6,8 par NaOH 1 N. 

La pression est la pression atmospherique ou sous une pression pouvant aller de 0,5 a 
4 bars. 

Resultats rie fermantatinp ; 

Seion le milieu de culture etudie, les durees de fermentations varient de 45 a 65 
heures, les matieres seches precipitables a I'isopropanol varient de 20 a 30 g/kg, et le 
rendement ponderal par rapport a la source de carbone mise en oeuvre varie de 50 a 
70 %. Le mout de fermentation obtenu presente une luminosite et une brillance jamais 
observees avec n'importe quelle autre source d'azote. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de production d'exopolysaccharides par fermentation de microorganismes 
caracterise en ce que Ton conduit la fermentation dans un milieu nutritif comportant au 

5 moins une source de carbone assimilable par les microorganismes et au moins une 
source organique d'azote, ladite source derivant d'une fraction de la graine de caroube. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la fraction de la graine de 
caroube possede une teneur en proteines d'au moins 45 %, de preference d'au moins 

10 50 %, et plus preferentiellement d'au moins 60 %, en poids par rapport au poids sec de 
la matiere seche. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que les proteines ont 
avantageusement un taux eleve en arginine, en glutamine et/ou acide glutamique, et en 

15 lysine. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
fraction de la graine de caroube contient une teneur en lipides d'au moins 4 %, 
avantageusement d'au moins 5 %, et encore plus avantageusement varie entre 7 et 

20 15% en poids en poids par rapport a la matiere seche. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 
fraction est le germe de graine de caroube. 

25 6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
fraction de la graine de caroube est sous forme d'une farine. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la granulomere de la farine 
fluctue entre 10 et 150 microns. 

30 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce que Ton 
conduit la fermentation dans un milieu nutritif comportant au moins une source minerale 
d'azote. 

35 9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que la source d'azote minerale 
est choisie parmi les nitrates d'ammonium ou de sodium, les phosphates ou les sulfates 
d'ammonium, sulfate de magnesium, sulfate de potassium ou de sodium, seuls ou en 
melange. 
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10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la 
concentration en source organiques et eventuellement minerales d'azote dans le milieu 
de fermentation est comprise entre 1 et 80 g/l, de preference entre 3 et 50 g/l, et plus 

f preferentiellement entre 5 et 30 g/l. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterise en ce que la 
ource de carbone assimilable est choisie parmi le glucose ou le saccharose. 

; -ocede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caracterise en ce que la 
^ntration en source de carbone assimilable est comprise entre 1 et 100 g/l, et de 
pre. /ence entre 15 et 80 g/. 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en Ton 
conduit la fermentation des microorganismes en I'absence d'enzyme. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracterise en ce que 
Ton conduit la fermentation a une temperature comprise entre 15 et 100°C, de 
preference entre 25 et 80°C, et plus particulierement entre 25 et 35°C. 

20 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, caracterise en ce que le 
microorganisme est choisi dans le groupe des bacteries du genre Xanthomonas, du 
genre Alcaligenes, du genre Agrobacterium, du genre Arthrobacter, du genre 
Azotobacter, du genre Pseudomonas, du genre Corynebacterium, des champignons du 

25 genre Sclerotium, du genre Aspergillus, et des levures du genre Hansenula. 

16. Exopolysaccharide obtenu par un procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 15. 
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